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摘要 : 制备 家 蝇 Musca domestica 幼虫 血 淋 巴 中 的 抗 真菌 肽 , 对 其 分 子 特性 及 抗 真 阔 机 制 进行 研究 。 通 过 C tE 
相 蔡 取 、 反 相 高 效 液 相 色谱 相 结 合 的 方法 , 成 功 制备 到 家 蝇 幼 虫 血 淋 巴 抗 真菌 肽 MAF-1。SDS-PAGE 分 析 结 果 表 
Bj, MAF-1 的 分 子 量 为 17. 136 kDa。 通 过 圆 二 色谱 测 出 水 溶液 中 MAF-1 主要 以 a 螺旋 及 B HEA. AiE 
观察 结果 显示 ，MAF-1 作用 日 假 丝 酵母 菌 Candida albicans 1 h 后 , 部 分 真菌 出 现 表 面 凸 止 不 平 , 细胞 结构 模糊 ; 
随 着 作用 时 间 的 延长 , 表面 形成 很 明显 的 凹陷 , RA, 个 别 菌 体 破裂 , 内容 物 外 汇 , 病变 真菌 发 生 率 高 于 对 照 组 。 
单 细 胞 凝 胶 电 泳 (single-cel gel electrophoresis，SCGE) 结 果 显 示 , 正常 对 照 组 的 真菌 呈现 典型 的 圆 形 , 而 实验 组 则 
出 现 明显 的 拖 尾 现象 即 形成 “ 芍 星 ” 样 细 胞 特征 , 细胞 迁移 距离 明显 高 于 对 照 组 。SDS-PAGE 图 谱 显 示 ，MAF-1 作 
用 后 的 日 假 丝 酵母 菌 菌 体 蛋 白 谱 带 一 些 条 带 明 显 变 浅 , 条 带 数 下 降 , 甚至 消失 。 结 果 提 示 MAF-1 可 能 具有 独特 的 
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Characterization of the antifungal peptide MAF-1 from the hemolymph of 


Musca domestica larvae and its antifungal activity 
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Abstract. To study the antifungal mechanism of Musca domestica antifungal peptide, MAF-1 was 
successfully prepared by solid phase extraction ( SPE) and RP-HPLC from the hemolymph of M. 
domestica larvae. MAF-1 exists mainly as a-helices and g-sheets in aqueous solution, as revealed by 
analysis of circular dichroism spectra. The results detected by scanning electron microscopy showed that 
the membranes of some Candida albicans fungi were depressed, shrinked and ruptured at 1 h after 
treatment with MAF-1. The results of single-cell gel electrophoresis showed that the “ comet” -like cells 
were observed in the experimental group; however, typical round fungi were found in the normal control 
group. SDS-PAGE analysis showed that some protein bands were significantly weaker, the number of 
bands decreased and some bands even disappeared when C. albicans was treated with MAF-1. The 
results suggest that MAF-1 may have a unique antifungal mechanism. 
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昆虫 是 世界 上 最 大 的 生物 类 群 ， 为 适应 各 种 不 
同 的 生存 环境 , 它们 形成 了 独特 的 免疫 系统 , 即 缺 
乏 B、T 淋 巴 系 统 , 不 能 产生 免疫 球 恒 白 和 补体 。 
近年 来 研究 发 现 昆 虫 体内 有 许多 活性 物质 ,如 抗菌 
HK ( antimicrobial peptide, AMP ) 就 是 典型 代表 





( Hoffmann et al., 1999) 。 抗 菌 肽 是 生物 机 体 在 抵御 
病原 微生物 的 防御 反应 过 程 中 所 产生 的 一 类 抗 微 生 
物 与 一 些 亚 性 细胞 的 短 肽 ,具有 抗 画 、 抗 原虫 、 抗 
病毒 、 抗 真 苗 和 抑制 或 杀伤 肿瘤 细胞 等 作用 
( Hancock, 2001; Koczulla and Bals, 2003) 。 
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目前 ， 除 吴 建 伟 等 (2002) 和 Gu 等 (2006 ) IRE 
T X$ Musca domestica, 幼虫 血 淋 巴 的 抗 真 参 作用 
外 , 国内 外 对 家 蝇 抗 真菌 肽 的 研究 报道 甚 少 。 吴 建 
伟 等 (2002 ) 研究 发 现 经 大 肠 杆 苗 Escherichia. coli 15 
导 后 的 家 蝇 3 龄 幼虫 血 淋 巴 具有 抑制 白 假 丝 酵 母 亢 
Candida albicans 生长 的 活性 ; 之 后 , 本 人 研究 室 从 不 
同方 面 对 其 进行 了 更 深入 的 研究 。Fu 等 (2009 ) 采 
用 固 相 茶 取 结合 反 相 高 效 液 相 色谱 的 方法 , 成 功 从 
家 蝇 幼 虫 血 淋巴 中 分 离 到 一 个 属于 家 蝇 组 成 性 的 新 
型 昆虫 抗 真菌 肽 MAF-1， 其 分 子 量 为 17 203. 384 
Da。 但 对 分 离 鉴 定 出 的 抗 真 苗 肽 结构 及 功能 的 关 
系 及 其 如 何 作 用 于 真菌 等 方面 研究 没有 开展 ， 加 之 
昆虫 抗 真菌 肽 结构 的 多 样 性 决定 了 它们 功能 和 作用 
方式 的 多 样 性 ( 徐 进 署 和 张 双 全 , 2002), 不 可 能 存 
在 统一 的 作用 模式 来 解释 所 有 抗 真菌 肽 的 抗 真菌 
机 理 。 

目前 已 知 的 抗 真菌 肽 对 真菌 的 作用 方式 有 : EH. 
止 或 破坏 真菌 细胞 壁 的 合成 ， 如 Echinocandins; 与 
膜 作 用 ,在 质 膜 上 形成 空洞 , 使 重要 的 内 容 物 外 
illt, 如 Cecropins; 与 真菌 细胞 内 线粒体 、 核 酸 大 分 
子 等 重要 细胞 顺 相 互 作 用 , 最 终 导 致 真菌 死亡 ,如 
Histatins。 例 如 ， 麻 蝇 抗 真菌 肽 AFP 可 能 与 日 假 丝 
酵母 菌 表面 的 阴离子 相互 作用 , 引起 细胞 内 容 物 的 
泄漏 , 但 还 没有 确切 的 结构 模型 表明 AFP 能 直接 穿 
xs 2m ju NS ( Ekengren and Hultmark, 1999 ); 
heliomicin 的 cysteine-stabilized-o/g 基 序 为 许多 昆 
忠 防 御 素 族 抗菌 肽 所 共有 , TH ETE T EE E 
离子 浓度 的 影响 , 而 可 能 有 其 他 途径 ， 壁 如 与 台 细 
胞 上 的 受 体 相互 作用 等 (Landon et al., 1997; 
Lamberty et al., 2001) 。 目 前 国内 外 有 关 抗 兰 肽 对 
细菌 和 肿瘤 作用 机 制 方面 的 研究 比较 多 ( 金 小 宝 
等 , 2010), 但 未 见 家 蝇 幼 忠 血 淋巴 抗 真菌 肽 抗 真 
菌 机 制 的 研究 , 因此 本 实验 首先 对 制备 出 的 MAF-1 
进行 结构 分 析 , 再 利用 扫描 电镜 观察 细胞 形态 变化 
及 单 细胞 凝 胶 电泳 (SCGE ) 观察 细胞 内 DNA. 损伤 情 
况 , 初步 探索 出 家 蝇 幼 虫 血 淋巴 抗 真 画 肽 MAF-1 
的 构 效 关系 及 其 抗 真 菌 机 制 。 


1 材料 与 方法 


1.1 虫 种 与 菌株 

驯化 家 蝇 由 贵阳 医学 院 寄生 虫 学 教研 室 2000 
年 定 种 建立 种 群 , 在 本 实验 室 传代 繁殖 。 幼 虫 饲养 
TZP, 成 蝇 以 奶粉 、 日 糖 及 清水 为 饲料 ,奶粉 


和 日 糖 混合 , 清水 为 置 ,避免 污染 。 人 饲养 条 件 : 温 
度 25 € 1C, 相对 湿度 50% ~ 6096 , 光 周 期 12L: 
12D, Á 1B 2 IÉ t4 W | Candida albicans ( Robin ) 
Berkhout, 1923 | | ATCC76615. 3g EE Wh 8i R Pk 
(09) ], 由 上 海 第 二 军医 大 学 附属 长 征 医院 皮肤 科 
提供 , 本 实验 室 传代 保 种 。 
1.2 主要 试剂 与 设备 

LH (CAN) , 美国 Tedia 公司 HPLC 级 ; 0.2% 
氟 康 唑 氯 化 钠 注射 液 , 扬子 江 药 业 集团 有 限 公司 ， 
批号 07111501; 低 熔点 琢 脂 糖 , 北京 索 莱 宝 科技 有 
限 公司 分 朔 ，AMRESCO 产品 ; 冷冻 干燥 系统 ， 
z Heto-Holten 公司 ; 高 效 液 相 色 谱 ( HPLC) 系统 ， 
美国 Beckman 公司 ; S-3400N 扫描 电 馆 , 日 本 
Hitachi 公司 ; 80i X36 IE t T ga, 日 本 Nikon 
公司 。 
1.3 家 蝇 幼 虫 血 淋巴 抗 真菌 肽 MAF-1 的 制备 

参照 Fu 等 (2009) 方 法 制备 。 取 准备 好 的 家 蝇 
3 龄 幼虫 , 清水 冲洗 干净 后 , 用 滤纸 将 幼虫 体 表 水 
4 BT . 分 条 和 剪 去 幼虫 头 部 ,收集 血 淋 巴 于 冰 浴 的 
eppendorf 管 中 。 用 4% 超 纯 水 将 所 收集 的 血 淋 巴 稀 
释 10 f£, Wk% 5 min, 冷却 10 min, 12 000 z/ 
min, 4C 离心 30 min 后 , HX E iH E eppendorf 管 
中 , 冷冻 干燥 后 将 血 淋 巴 粗 提 液 测定 蛋白 浓度 后 取 
2.5 mL 上 柱 , 依次 用 4 mL 含 0.05% TFA 的 0~ 
60% 乙 且 溶 液 分 步 洗 脱 。 洗 脐 液 冷冻 干燥 除 掉 乙 且 
和 TFA 后, 取 50% ZB ve V DS) TH AS BUG D bL2H ^7 , 
溶解 于 超 纯 水 中 后 经 0. 22 um 微 孔 滤 膜 过 滤 ，100 
uL 上 柱 ( 流 动 相 A: 0.1% TFA 水 溶液 ; B: 0.1% 
TFA-ACN 溶液 )。 流 速 0.8 mL/min, 手工 收集 280 
nm 波长 洗 脱 峰 冻 干 后 于 -20C 保存 备用 。 
1.4 岳 白 假 丝 酵 母 菌 活性 检测 

微量 液体 -菌落 记 数 法 (jima et al., 1993) : 取 
EAK 96 和 孔 板 , 分 别 于 每 孔 中 加 入 对 数 生长 期 09 
RARR 50 uL, EM 0.391 mg/mL 的 样 
id 50 pL, 使 菌 液 终 浓 度 为 10” cfu/mL。 男 设 不 
加 竺 测 样品 而 加 等 量 无 商 蒜 馏 水 孔 为 阴性 对 照 ， 
1 mg/mL 氟 康 唑 为 阳性 对 照 。 各 和 孔 充分 混 勺 后 置 于 
37 习 恒温 培养 箱 中 培养 24 h。 然 后 ,从 各 孔 中 取出 
2 uL 划 线 涂 布 在 沙 氏 培养 基 表 面 , 再 置信 TC 
养 24 h 后 , 取出 进行 菌落 计数 。 实 验 孔 每 次 设置 3 
个 重复 , 实验 重复 3 次 。 
1.5 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 析 

参照 Schagger 和 von Jagow (1987) 的 方法 进行 
Tris-Tricine SDS-PAGE ( 5 SE, 2002), 。 分 离 胶 
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浓度 16% , 样品 胶 浓 度 1090, 成 层 胶 浓 度 4% , 交 
联 度 3% 。 分 别 对 家 蝇 幼 虫 血 麻 巴 50% 固 相 鞭 取 洗 
脱 组 分 、 纯 化 的 抗 亢 肽 MAF-1 进行 SDS-PAGE 分 析 。 
1.6 MAF-1 二 级 结构 分 析 

取 0.5 mL 超 纯 水 , 向 其 中 加 入 0.1 mL MAF-I 
使 其 终 浓 度 均 为 0.2 mg/mL, 将 样品 送 至 中 国 科 学 
技术 大 学 生命 科学 实验 中 心 进行 圆 二 色谱 分 析 。 所 
用 仪器 JASCO J-810 圆 二 色谱 仪 , 参数 设置 : 
Scanning mode, Continuous; Data pitch, 1 nm; 
Sensitivity, Standard ( 100mdeg ) ; Scanning speed, 
100 nm/min; Bandwidth, 2 nm; Accumulation, 1; 
Range, 190 «250 nm, 
1.7 SDS-PAGE 观察 MAF-1 Xj E E Gk A&E E s 

影响 

配制 沙 氏 培养 基 , 准备 浓度 为 1.0 x10 cfu/mL 
WIREK EMBUZZ ERTSEER RC, 在 1 mL ARP I 
入 0.1 mL MAF-1 使 其 终 浓 度 为 0.5 mg/mL, XE 
组 加 入 等 量 pH 7. 4 的 磷酸 盐 缓 冲 液 (phosphate 
buffered saline, PBS) ,继续 培养 18 h。 反 复 用 PBS 
(pH 7.4) 洗 涤 实 验 组 及 对 照 组 真菌 , 稀释 各 组 样品 
全 0D;n 值 基本 相 同 后 取 200 pL 离心 , 收集 沉淀 物 
进行 Tris-Tricine SDS-PAGE Ha yk, 通过 电 注 结果 观 
察 作用 前 后 真菌 和 蛋 日 条 带 的 变化 。 
1.8 扫描 电镜 观察 MAF-1 对 真菌 形态 的 影响 

取 对 数 生长 期 的 日 假 丝 酵母 落 , 1 000 r/min 离 
心 10 min, E, PBS(pH 7.4), Hj PBS(pH 
7.4) 稀 释 成 2 x 10* cfu/mL. 的 真菌 悬 液 。 取 1 mL 
REDE, 实验 组 加 浓度 为 2 mg/mL 的 MAF-1 200 
kuL, 对 照 组 加 PBS (pH 7.4)200 uL, 37% 下 作用 
Oh, 1h 和 4 h, 2000 r/min 低温 离心 , 38 ET, 用 
PBS iti 2X, 加 3% 成 二 醚 固定 2 h, 2 000 r/min 
离心 5 min, AEW, PBS(pH 7.4) RUE 2 次, 去 上 
清 , 分 别 用 50% , 70% , 80% , 90% 和 100% 无 水 
乙醇 脱水 ,2 000 r/min 离心 5 min 后 去 上 清 , 每 次 
间隔 15 min, 将 沉 泻 涂 在 载 玻 片 上 , HATIR, A 
子 溅 射 仪 喷 金 (Hitachi 1010, 真空 : 10 Pa, 电流 : 
15 mA, 时间: 100 s), 然后 用 扫描 电子 显微镜 观察 
MAF-1 对 真菌 的 杀伤 作用 。 
1.9 单 细 胞 北 胶 电泳 法 观察 抗 真菌 肽 对 真菌 DNA 
的 影响 

采用 Singh 和 Stephens (1997) 描述 的 SCGE F% 
作 方 法 。1) 分 离 制备 真菌 甚 液 : RE ERMBLEZ BERE PRETI 
悬 液 (2 ~3 x10 cfu/mL) 与 MAF-1(0.6 mg/mL) fE 
用 8 h 后 的 液体 离心 后 用 PBS 悬浮 吹 打 成 巧 液 ,对 


照 组 不 加 MAF-1， 而 加 入 等 量 的 pH 7. 4 的 PBS。 
2) 胶 板 制备 : 取 100 uL 于 45% 水浴 中 保温 的 0.8% 
正常 熔点 琼脂 糖 ， 铺 于 磨 沙 载 玻 片上 , 形成 底 胶 。 
盖 玻 片 推 匀 , 4 凝固 5 ~8 min。 水 平 取 下 盖 片 , 取 
100 pL 于 37C 水 浴 中 保温 的 0.8% 低 熔 点 琼脂 糖 
与 20pL 菌 悬 液 ( 约 400 个 细胞 ) 混 匀 , 立即 铺 片 ， 
加 上 羡 玻 片 , 4 凝固 5 ~8 min。3) 细 胞 裂解 与 电 
W: 将 制备 好 的 胶 板 去 掉 盖 玻 片 后 , 浸 于 4C 预 冷 
的 细胞 裂解 液 中 , 在 4 下 裂解 2.5 ~3 h。 取 出 胶 
板 , 用 双 蒸 水 浸没 漂洗 后 放 人 电泳 槽 中 , 浸泡 在 
4% 预 冷 的 电泳 液 中 解 旋 20 min。4% 电泳 20 ~ 25 
min(25 V, 300 mA), 4) 中 和 与 染色 : 电泳 结 
将 腕 板 浸泡 于 中 和 液 中 , 每 次 10 min, 共 中 和 3 次 ， 
最 后 上 晾 干 。 取 出 胶 板 ， 置 于 染色 和 缸 中 , 在 2 pg/mL 
的 EB 染色 液 中 , 暗 处 染色 5 ~ 10 min, Rk 
2 次 , 每 次 5 min。5) 镜 检 和 分 析 : MTF, 滤纸 吸 
去 多 余 水 分 , 尽快 在 交 光 显微镜 下 观察 , 绿 光 激发 
吸收 滤 片 590 nm, WIER, 记 数 观察 的 细胞 , 计 
算 核 DNA 迁移 距离 ,使 用 单 细胞 凝 胶 电泳 软件 分 
析 所 有 照片 , 随机 测量 20 个 以 上 细胞 的 尾 长 、 尾 矩 
和 椭圆 矩 ， 以 这 些 指标 的 算术 均 数 代 表 个 体 DNA 
损伤 情况 。 
1.10 数据 统计 与 分 析 

采用 SPSS17.0 统计 软件 进行 数据 分 析 ， 实验 
数据 以 平均 值 + 标准 差 表 示 , 两 组 间 均 数 比 较 采 用 
;检验 ,多 组 均 数 比 较 采用 方差 分 析 。 


2 fA 


2.1 MAF-1 的 提取 和 高 效 液 相 色谱 分 析 

用 RP-HPLC 分 析 由 方法 1.3 获得 的 固 相 茶 取 
5096 ZIEHT, 发 现在 31.85 min 处 出 现 一 啊 
应 值 较 高 、 分 离 度 较 好 的 和 蛋 日 峰 ( 图 1), 根据 Fu 等 
(2009 ) 初步 确定 其 为 MAF-1; 此 峰 在 220 nm 和 280 
nm 波长 有 较 高 吸收 值 (图 2)。 
2.2 MAF- 的 抗 真菌 活性 

50% Z Hi 2 X UL H 4) Z8 RP-HPLC 分 析 , 在 
31. 85 min 处 洗 脱 的 和 蛋 日 峰 抗 真菌 效 果 表 明 ( 图 3) , 
MAF-1 活性 强 而 稳定 , 与 阴性 对 照相 比 的 差异 具有 
统计 学 意义 (P<0.05)。 
2.3 MAF- 的 SDS-PAGE 分 析 

经 SDS-PAGE 分 析 ( 图 4) , 50% Z EE AS PUR b 
组 分 在 电泳 图 上 呈现 5 条 不 同 条 上 市， 而 经 高 效 液 相 
色谱 分 离 后 的 蛋白 峰 即 MAF-1 仅 在 标准 分 子 量 
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图 1 50% ZIRRI RP-HPLC 色谱 图 
Fig. 1 RP-HPLC peaks of fractions eluted 
with 5046 acetonitrile 
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图 2 ”家 晶 抗菌 肽 MAF-1 的 紫外 吸收 光谱 
Fig. 2 The UV absorbance spectrum of MAF-1 


from Musca domestica 
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图 3 家 蝇 抗 菌 肽 MAF-1 BH)LEMBUZ BEBE ER TE 
Fig. 3 Antifungal activity of MAF-1 from Musca domestica 


MAF-1 


against Candida albicans 
图 中 数值 为 均 数 上 标准 差 ; 图 柱 上 不 同 字 母 表示 差异 显著 (i 检验 ， 
P «0.05), The data in the figure are mean + SD. Different letters above 











bars indicate significant difference (t-test, P «0.05). 


14.4 kDa 5j 20.1 kDa 之 间 有 一 清晰 蛋白 条 带 。 用 
蛋白 质 分 子 量 标准 来 检测 MAF-1 的 分 子 量 , 根据 
标准 曲线 计算 ，MAF-L 的 分 子 量 为 17. 136 kDa, 
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图 4 家 晶 抗 菌 肽 MAF-1 的 SDS-PAGE 图 谱 
Fig. 4 SDS-PAGE electrophoresis of the antifungal peptide 
MAF-1 from Musca domestica 
MI : 低 分 子 量 标准 和 蛋白 Low molecular weight marker; M2: 超 低 分 子 
量 标准 蛋白 Ultra-low molecular weight marker; 1: 50% Z HAZE PU% fri 
组 分 Fractions eluted with 50% acetonitrile; 2; Z&W&PuipR Ak MAF-1. 


50% Z Rf AS LUC, 2H ^] RP-HPLC 4 fr, 经 
EEEIEE KIERRE . T TES Ve E DK 
条 带 , 5j Fu 等 (2009 ) 所 得 结果 一 致 , 即 MAF-1, 故 
收集 此 物质 做 后 续 实 验 。 

2.4 MAF-I 的 圆 二 色谱 分 析 

MAF-1 在 水 溶液 中 的 圆 二 色谱 检测 结果 见 图 
5。 水 溶液 中 MAF-1 主要 以 a 螺旋 (31.6%) 及 B 
折 著 (32.6% ) HE, 无 规 卷 曲 (28. 8% ) 的 构象 也 
存在 , 而 B 转角 (7.1% ) 较 少 。 

2.5 SDS-PAGE 分 析 真 菌 蛋 白 变化 

电泳 图 谱 显 示 ( 图 6), 正常 白 假 丝 酵 母 菌 菌 体 
EH, 在 97.4 ~14.4 kDa 区 域 有 明暗 不 同 , 分 布 清 
晰 的 多 条 电泳 条 带 ; 处 理 后 的 白 假 丝 酵母 菌 条 带 染 
色 浅 , 条 带 数 下 降 ; 对 照 组 (-) 和 实验 组 ( + ) 相 比 
较 共 有 4 个 重 日 条 带 发 生 较 明显 的 变化 。 与 对 照 组 
比较 , 篆 头 所 指 ( 从 上 而 下 ) 的 第 1, 2 和 3 条 市 实 
验 组 颜色 较 浅 ; 第 4 条 带 对 照 组 有 而 实验 组 儿 乎 看 
不 清 。 这 种 蛋白 条 带 明 显 改 变 的 现象 , 提示 MAF-1 
作用 后 菌 体 蛋 白 正 常 表达 量 有 一 定 的 改变 。 

2.6 电镜 观察 MAF-1 对 真菌 形态 的 影响 

扫描 电镜 观察 结果 显示 : 未 经 MAF-1 作用 的 

白 假 丝 酵母 菌 结构 完整 , 呈 卵 圆 形 ,有 芽 体 ,外观 
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图 5 ZDA MAF-1 的 圆 二 色谱 


Fig. 5 Circular dichroism spectra of antifungal peptide MAF-1 from Musca domestica 
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图 6 日 假 丝 酵母 菌 菌 体重 日 SDS-PAGE 分 析 
Fig. 6 SDS-PAGE electrophoresis of proteins 


NL 
— -— 
-——— 


14.4 — 


from Candida albicans 
M: 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: IE% HA 
4 H Proteins of normal C. albicans;2; MAF-1 作用 后 的 真菌 蛋白 
Proteins of C. albicans treated by MAF-1. 


饱满 , 表面 光滑 (图 7: A, D) ,而 经 MAF-1 作用 1 h 
后 的 部 分 真菌 出 现 结构 异常 (图 7: B, C), 表面 加 
IRA, 细胞 结构 模糊 ; 随 春 MAF-1 作用 时 间 的 延 
K, 作用 4 h 后 细胞 形态 有 较 大 改变 , 表面 形成 很 
明显 的 止 陷 , KE, 个别 菌 体 破裂 , 原生 质 严 重 扩 
Bb, 内 容 物 外 泄 (图 7.: E, F), 


表 1 结果 表明 , 实验 组 MAF-1 作用 日 假 丝 酵 母 
An, 病变 真菌 发 生 率 均 高 于 正常 对 照 组 , 差异 有 
统计 学 意义 (P<0.05)。 

2.7 SCGE 观察 抗 真菌 肽 对 真菌 DNA. 的 影响 

正常 对 照 组 的 日 假 丝 酵母 菌 呈 现 典 型 的 圆 形 或 
椭圆 形 ( 图 8: A), ， 而 实验 组 出 现 明 显 的 拖 尾 现象 
即 形成 “ 替 星 ” 样 细胞 特征 ， 即 很 小 的 在 星 头 , 大 而 
圆 的 蔡 星 尾 ( 图 8: B), 细胞 迁移 距离 明显 高 于 对 
照 组 。 

表 2 结果 表明 , 实验 组 (0.6 mg/mL) MAF-1 作 
HEB ZERBEBES h 后 ,， 真菌 细胞 尾 长 (tail 
length) 、 尾 和 矩 (tail moment) ~, WR] (olive moment) 
均 显 著 高 于 正常 对 照 组 , 差异 有 统计 学 意义 (P < 
0.01), 


3 讨论 


电子 显微镜 是 根据 电子 光学 原理 , 用 电子 束 代 
TOUR, 用 电磁 透镜 代 蔡 玻璃 透镜 ,使 锌 观察 物质 
的 细微 结构 在 非常 高 的 放大 倍数 下 成 像 的 一 种 显 微 
观察 装置 , 因此 能 清楚 地 观察 到 日 假 丝 酵母 菌 的 细 
胞 壁 、 细 胞 膜 等 结构 。 真 菌 细胞 壁 是 菌 细胞 最 外 层 
结构 ,其 在 维持 真菌 形态 及 胞 内 高 奖状 态 起 着 极为 
重要 的 作用 , 已 成 为 一 个 新 的 作用 靶 点 ( 蒋 庆 锋 等 ， 
2003) 。 本 实验 通过 扫描 电镜 观察 MAF-1 作用 后 的 
部 分 真菌 出 现 结构 异 弟 ,表面 有 很 明显 的 凹陷 , 55 
缩 , 个 别 菌 体 破裂 ， 内 容 物 外 泄 , 细胞 呈 “ 空 元 ” 状 。 
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D E 
图 7 MAF-1 作用 于 白 假 丝 酵母 菌 前 后 的 扫描 电镜 观察 


Fig. 7 Observation of Candida albicans before and after treatment with MAF-1 by scanning electron microscope 
A, D: EW HBI Normal C. albicans; B,C; MAF-1 作用 1p JAHRE C. albicans at 1 h after treatment by MAF-1; E, F; MAF- 
1 作用 4 h 后 的 白 假 丝 酵 母 菌 C. albicans at 4 h after treatment by MAF-1. 


X1 3 组 白 假 丝 酵母 菌 的 电镜 观察 


Table 1 Observation of Candida albicans in three groups by scanning electron microscope 





2E 视野 数 (个 ) 病变 真菌 发 生 率 (% ) 
Group Number of visions Incidence of injured fungi 
XJ RR ZH 

à 15 2.19 x0. 17 


Control group 
实验 组 (作用 1 h) 
Experimental group (1 h after treatment) 
实验 组 (作用 4 h) 
Experimental group (4 h after treatment) 
表 中 数值 为 平均 值 土 标准 差 (n = 15)。The data in the table are mean + SD (n =15).“ 与 阴性 对 照相 比 差 异 显 著 (P <0.05) Significant difference 
from negative control (P «0.05). . 病变 真菌 发 生 率 Incidence of injured fungi (96 ) = 单个 视野 下 受 损伤 的 真菌 个 数 Number of injured fungi/ 单 个 
视野 下 可 观察 的 真 苗 总数 Al fungi in a vision field. 


15 22,16 23.52" 


13 28.89 +7.65 * 





; 








' : 


图 8 MAF-1 处 理 白 假 丝 酵母 阔 8 h 后 单 细 胞 凝 胶 电泳 技术 所 得 细胞 图 像 
Fig. 8 Cellular images of SCGE assays from Candida albicans exposed to MAF-1 for 8 h 


A: 正常 日 假 丝 酵母 菌 单 细 胞 Normal C. albicans; B: 0.6 mg/mL MAF-1 作用 日 假 丝 酵母 菌 8h 后 的 单 细胞 C. albicans treated by 0. 6 mg/mL 
MAF-1 for 8 h. 
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表 2 3 组 白 假 丝 酵母 菌 DNA 的 损伤 情况 
Table 2 DNA damage of Candida albicans in three groups 


组 别 Group 尾 长 Tail length ( um) 
对 照 组 A Normal control group A 3.21 +0.80 
实验 组 B Experimental group B 48.17 +7.81 * 


ÆJ Tail moment ( jum) 
0.37 x 0.23 


PARIE Olive moment ( jum) 
0.29 x0. 11 


26.30 +6.97 * 15.43 +3.42 * 


RPR FIJE + REZ (n=20), The data in the table are mean + SD (n =20). “与 阴性 对 照相 比 在 0.01 水 平 上 差异 显著 Significant 


difference from negative control group at the 0.01 level. 


经 统计 发 现实 验 组 病变 真菌 发 生 率 明显 高 于 对 照 
组 。 以 上 变化 表明 MAF-1 对 白 假 丝 酵母 菌 的 细胞 
壁 、 细 胞 膜 可 能 有 一 定 的 破坏 作用 , 这 与 我 们 在 抗 
真菌 活性 评价 中 的 结果 相 一致 。 但 MAF-1 对 日 假 
丝 酵母 菌 的 抗菌 作用 可 能 也 存在 着 其 他 更 广泛 的 抗 
菌 作用 机 制 , 其 具体 的 作用 机 制 还 有 待 进一步 通过 
实验 来 验证 。 

单 细胞 凝 胺 电泳 ( single cell gel electrophoresis, 
SCGE), XIE EiL (comet assay) ， 是 近年 来 由 
Ostling 和 Johanson ( 1984 ) Æ xr, Æ Singh 和 
Stephens( 1997) 改进 的 用 于 检测 有 核 细胞 DNA di 
伤 的 技术 , 可 在 单个 细胞 水 平 上 检测 DNA 损伤 和 
修复 。 本 实验 已 发 现 MAF-1 对 白 假 丝 酵 母 菌 细胞 
DNA 有 损伤 作用 , 实验 组 出 现 明显 的 拖 尾 现象 即 
形成 “ 替 星 " 样 细胞 特征 , 即 很 小 的 在 星 头 , 大 而 圆 
的 彗星 尾 。 目 前 运用 单 细 胞 凝 胶 电 泳 技术 检测 抗 真 
菌 肽 对 日 假 丝 酵母 凋 细 胞 的 毒性 作用 至 今 还 未 见 有 
报道 。 该 研究 结果 说 明 , 单 细胞 凝 胶 电泳 技术 可 以 
快速 灵敏 地 检测 MAF-1 在 日 假 丝 酵母 菌 细胞 中 的 
毒性 作用 ,MAF-1 对 病原 生物 的 损伤 作用 在 不 同类 
型 细胞 中 可 能 存在 一 定 普遍 性 。 

SDS-PAGE 电泳 分 析 结 果 表 明 ，MAF-L 作用 后 
E^ EM ZZ EE RE PRI ERE PIS 2 EA ré — 16 2 "t 9] P ABT, 
条 带 数 下 降 , 甚至 消失 , 提示 MAF-1 可 能 抑制 某 些 
PRAE EAE A, 也 可 能 与 菌 体内 蛋白 结合 , 使 其 
重 日 构成 发 生变 化 。 这 与 单 细胞 凝 胶 电泳 实验 结 
中 对 真菌 DNA 的 损伤 情况 相符 合 ,， 推测 可 能 影响 
FS MISES AE DSL e 35 LU ELENA, 与 前 期 Kim 等 
(2007) , Galanth 等 (2009 ) 研究 结果 一 致 。 

总 结 上 述 结果 , 我 们 发 现 MAF-1 与 一 般 化 学 
药物 气 康 唑 抗 真菌 机 理 不 同 , 气 康 唑 只 作用 于 细胞 
膜 , 其 作用 机 制 主要 是 高 度 选 择 性 干扰 真菌 的 细胞 
色素 P450 的 活性 ,从 而 抑制 真菌 细胞 腊 上 麦角 固 
醇 的 生物 合成 。 而 MAF-1 作用 半点 则 更 加 广泛 ， 
由 此 推 岂 MAF-1 对 日 假 丝 酵 母 菌 的 可 能 作用 过 程 
为 : MAF-1 通过 静电 引力 首先 与 细胞 外 膜 结合 , 使 





光滑 的 真菌 表面 有 许多 凹陷 , 细胞壁 逐渐 裂解 ; 改 
变 了 细胞 膜 的 通 透 性 ,在 细胞 膜 上 形成 了 许多 和 孔 
道 , 致使 细胞 内 的 原生 质 扩散 , 引起 菌 体 皱 缩 ， 塌 
陷 ; MAF-1 可 能 造成 真菌 体内 DNA 损伤 , 进而 影 
啊 细 胞 生长 相关 的 某 些 蛋白 的 合成 , 最终 造 成 真菌 
死亡 。 但 MAF-1 是 否 通过 孔道 进入 细胞 内 进一步 
影响 细胞 的 信号 传导 体系 以 及 如 何 影 响 基 因 的 表 
ik? 或 者 通过 破坏 真菌 细胞 膜 ， 其 他 物质 进入 从 而 
引起 真菌 蛋白 质 的 合成 ? 这 些 问题 还 需 更 深入 的 研 
Ro AZ, 抗 真 菌 肽 有 可 能 作为 一 种 新 的 替代 抗 生 
素 的 抗 真菌 药物 , 并 且 不 具有 一 般 抗 真菌 药物 对 真 
菌 耐 药性 的 特性 , 因此 对 家 蝇 抗 真菌 肽 深入 人 研究 具 
有 重要 理论 意义 和 实际 应 用 价值 (Lata et al., 
2007), 
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